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Verfahren zu m Darste llen v on biologisch aktivierten ferro- 
magnetischen P artikeln sowi e Vorrichtung dafur 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren fur die Darstellung 
von biologisch aktivierten f erromagnetischen Partikeln. Zu- 
dem betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zum Nachweis 
und Zahlen von suspendierten biologischen Mikropart ikeln in 
fliissigen Proben, insbesondere zum Durchfuhren des genann- 
ten Verfahrens. 

Das Zahlen von Bakterien, Blutzellen oder Zellbestandteilen 
in wassrigen Losungen erfolgt bisher mittels Durch- 
f lusszytometer oder Coul tercounter . Hier werden die ent - 
sprechenden Partikel gefarbt und anhand von optischen 
Signalen identif iziert oder durch kapazitive Messungen ge- 
zahlt . 

In Kenntnis dieser Gegebenheiten hat sich der Erfinder das 
Ziel gesetzt, derartige Messungen zu vereinf achen . 

Zur Losung dieser Aufgabe fuhrt die Lehre des unabhangigen 
Anspruches; die Unteranspruche geben gunstige Weiterbildun- 
gen an. Zudem fallen in den Rahmen der Erfindung alle Kom- 
binationen aus zumindest zwei der in der Beschreibung, der 
Zeichnung und/oder den Anspruchen offenbarten Merkmalen. 

Erf indungsgemaS werden monovalent e primare Antikorper mit 
f erromagnetischen Partikeln in mehrfachem Uberschuss ge- 
mischt, welche mit sekundaren Ant^corpern beschichtet sind; 
anschliefiend werden mittels partieller Sedimentation in 
einer Zentrifuge aggregierte Partikel abgetrennt, die aus 
einem monovalenten primaren Antikorper und antikorper-be - 
schichteten f erromagnetischen Teilpartikeln bestehen. An- 
stelle primarer Antikorper konnen auch Viren oder Gensonden 
verwendet werden, gegen deren Hullproteine bzw. Spacer- 
molekule die sekundaren Antikorper gerichtet sind. 
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Nach einem weiteren Merkmal der Erfindung konnen die biolo- 
gischen Partikel immunologisch, phagologisch oder mole- 
kularbiologisch mit Partikeln verbunden werden, die beim 
anschlieSenden Durchstromen einer Metallspule messbare und 
zahlbare Induktivitatsanderungen auslosen. 

Auch hat es sich als gunstig erwiesen, induktivitatsan- 
dernde, f erromagnetische Partikel vor dem Durchstromen der 
Metallspule mittels Elektromagnet in einer Kunststof f kapil - 
lare festzuhalten und dort mit den in die Kapillare ein- 
stromenden biologischen Mikropart ikeln zu verbinden, wah- 
rend die Probe, in welcher diese enthalten waren, aus der 
Kapillare herausgef uhrt wird. Zudem sollen durch die Me- 
tallspule als Teil eines elektronischen Schwingkreises 
zahlbare Anderungen der Eigenschwingf requenz erzeugt 
werden . 

Urn den apparativen Aufwand bei der optischen Messung zu um- 
gehen und eine hohere Spezifitat gegenuber der kapazitiven 
Messung zu erreichen, wird also fur den Nachweis des ein- 
zelnen Partikels ein geandertes Messprinzip eingesetzt: Die 
Messung der Induktivitatsanderung einer Mikrospule aus Me- 
tall. Da biologische Partikel aber eine Permeabilitatskon- 
stante fi von annahernd 1 haben, mussen diese zum Nachweis 
und zur Zahlung mittels Spule zuvor mit induktivitats- 
andernden Substanzen markiert werden . Diese Markierung ge - 
schieht durch die immunologische, phagologische oder mole- 
kularbiologische Ankopplung von f erromagnetischen Parti- 
keln, welche monovalent entweder mit Antikdrpern, mit 
Virus -Andockmolekul en oder mit Gensonden an Spacermolekiilen 
verbunden sind. 

Die Ankopplung der f erromagnetischen Marker geschieht in 
einer Vorrichtung, welche gleichzeitig eine Anreicherung 
der zu zahlenden Partikel ermoglicht: Die Marker werden in 
einer Tef lonkapillare mittels eines Elektromagneten als 
Sorptions-Schicht f estgehal ten, bis die gesamte Probe in 
die Kapillare gepumpt wurde' und gleichzeitig die uberschus- 
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sige Probe aus der Kapiliare herausgelauf en ist . Hierauf 
wird der Magnet ausgeschaltet, damit die Marker frei dif- 
fundieren und die Oberflache der biologischen Partikel 
sattigen konnen. Darauf wird der Kapillaren- Inhal t mit 
einer piezoelektrischen Pumpe durch eine Metallspule ge- 
pumpt, die als Spirale auf eine Lei terplatte geatzt wurde 
und mit Kondensator und Widerstand als Schwingkreis ge- 
schaltet ist. Der Schwingkreis wird mit einer Frequenz an- 
geregt, die derjenigen Eigenschwingf requenz entspricht, 
welche generiert wird, wenn sich ein durchschni ttlich mar- 
kierter biologischer Mikropartikel in der Spule bef indet . 
Dadurch ent stent im Schwingkreis immer dann eine Resonanz- 
schwingung, wenn ein entsprechender Mikropartikel durch die 
Spule tritt. 

Ein Beispiel fur die Anwendung dieses Verfahrens ist der 
Nachweis von Kol ibakterien in Wasserproben . Hierzu werden 
monovalente primare E . -coli -spezif ische Antikorper mit an 
megnetische Beads gekoppelten sekundaren Antikorpern konju- 
giert. Die Suspension dieser Konjugate wird in die Teflon- 
Kapillare gepumpt und mittels Elektromagnet dort f ixiert . 
Beim Durchstromen der Kapiliare mit der zu untersuchenden 
Wasserprobe werden Kol ibakterien uber die primaren Antikor- 
per an den Konjugaten f estgehalten . Nach dem Abschalten des 
Magneten kann die Suspension von magnetisch markierten 
Kol ibakterien durch die Messspule gepumpt werden. Die An- 
zahl der Resonanz-Ereignisse im angeschlossenen Schwing- 
kreis entspricht der Anzahl der Kolibakterien in der ur- 
sprunglichen Wasserprobe. Durch den Einsatz dieses Gerates 
und der entsprechenden Konjugate ist es moglich, ohne den 
aufwendigen Einsatz der Durchf lusszytometrie Bakterien 
automatisch zu zahlen. Des weiteren ist es moglich, mit 
dieser Messmethode eine Miniaturisierung des Nachweisgera- 
tes zu erreichen. 
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Mit der beschriebenen Technik werden Partikel wie Bakte- 
rien, Zellen oder Zellbestandteile in wassrigen Losungen 
nachgewiesen und gezahlt. Diese Technik ermdglicht eine Mi- 
niaturisierung des automat ischen Partikelzahlverf ahrens . 
Dazu werden die Partikel vor der Messung durch die Reaktion 
mit monovalenten antikorper- bzw. virenbeschichteten ferro- 
magnetischen Partikeln markiert . Die induktive Messung be- 
ruht auf dem Passieren der mit den biologischen Partikeln 
aggregierten f erromagnet ischen Partikel durch die Mikro- 
spule eines elektronisches Schwingkreises . Die beim Passie- 
ren auftretenden Resonanzereignisse werden gezahlt. 

Die Vorrichtung kann in der Medizin, Mikrobiologie und 
Hygiene eingesetzt werden, beispielsweise zum Auszahlen von 
Blutzellen; es konnen okologisch relevante Mikroorganismen 
ausgezahlt oder krankheitserregende Keime nachgewiesen 
werden . 
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eroeben T ' ^ Ei »»^en *~ Brfindung 

ergeben sxch aus der nachf olgenden Beschreibung eines be 
vorzugten Ausf uhrungsbeispieles sowxe anhand der Zeichnung- 



diese zeigt in 

C " 1 einem erfindungsgemafien 



F ig* 1: ein Schema zu 



Verfahren; 

Fig. 2: ein Detail der Fig. i in schematisierter 

Schragsicht. 

vor einem Verfahren 2 um Nachweis von Kolibakterien in einer 
durch eine Leitung 10 zugef uhrten Wasserprobe Z werden mo- 
novalent primare E. -coli-spezif ische Antikorper mit an ma- 
gnetxsche Beads gekoppelten sekundaren Antikorpern konju- 
gxert. Die Leitung fur die monovalenten magnetischen Parti- 
al F ist mit 12 bezeichnet. Beide Leitungen 10, 12 enthal- 
e " Schlaucl Wen 14 and vereinigen sich nach diesen zu 
einer gemeinsamen Forderleitung 16. 

Das Reagenz mit ferromagnetischen, biologisch aktivierten 
Partxkeln wird uber die Leitungen 12 und 16 in eine 
Teflonkapillare 20 gepumpt und dort mittels eines Elektro- 

ZT 11 , 22 fiX±ert ' d6SSen 24 bezeichnet 

und dem die Z-formig aufgewickelte Teflonkapillare 20 in 
exnem konzentrischen Polschuh 26 zugeordnet ist. Dieser 

PoLTf^ ,T- Sinem ^ " Radial ^^-d umgebenen 

Polstxft 28 exnen Ringraum 30 fur die Teflonkapillare. 

Beim Durchstromen der Kapillare 20 mit der zu untersuchen- 
den Wasserprobe Z werden Kolibakterien als zu zahlende bio- 
logxsche Partikel uber die primaren Antikorper an den fer- 
romagnetischen Konjugaten f estgehalten . Nach dem Abschalten 
des Elektromagneten 22 kann die Suspension von magnetisch 
rnarkxerten Kolibakterien dank einer Piezopumpe 32 in einer 
Messlextung 34 durch eine geatzte Metallspule als Messspule 
36 exner mikrosystemtechnischen Einheit 40 transportiert 
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werden. Aus dieser werden die gezahlten Partikel in 
Pf eilrichtung X ausgetragen. 

Die freien Enden 38, 38 a der Messspule 36 sind -- nach 
einem Widerstand 42 und einem Kondensator 44 -- an eine 
Einrichtung 46 zum Anregen der Schwingung und zum Messen 
von Resonanzereignissen angeschlossen; dort erfolgt eine 
Umwandlung in Zahlimpulse. 

Die Anzahl der Resonanzereignisse im angeschlossenen 
Schwingkreis entspricht der Anzahl der Kolibakterien in der 
ursprunglichen Wasserprobe Z. 

Zwischen der Tef lonkapillare 20 und der Piezopumpe 32 ist 
ein -- ein Ventil 48 enthaltender -- Leitungsabzweig 18 fur 
uberschussige Probeanteile Q vorgesehen, dem in der For- 
derleitung 16 ein Ventil 48 nachgeschal tet ist. 
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PATEWTAM.gp P TTn HF . 



1- Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten ferromagnetischen Partikeln, 

dadurch gekennzeichnet , 

dass monovalents primare Antikorper mit ferromagneti- 
schen Partikeln i m Oberschuss gemischt werden, welche 
nut sekundaren Antikorpern beschichtet sind, and an- 
schlieEend mittels partieller Sedimentation aggre- 
gierte Partikel abgetrennt werden, die aus einem mo- 
novalenten primaren Antikorper und antikorper-be- 
schichteten ferromagnetischen Teilpartikeln bestehen. 

• Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten ferromagnetischen Partikeln, dadurch gekennzeich- 
net, dass Viren mit ferromagnetischen Partikeln im 
Uberschuss gemischt werden, welche mit gegen die Hull- 
proteine der Viren gerichteten Antikorpern beschichtet 
aind. und anschlieSend mittels partieller Sedimen- 
tation aggregierte Partikel abgetrennt werden, die aus 
emem virus und antikorper-beschichteten ferromagne- 
tischen Teilpartikeln bestehen. 

Verfahren fur die Darstellung von biologisch aktivier- 
ten ferromagnetischen Partikeln, dadurch gekennzeich- 
net, dass spacermolekul-gekoppelte Oligonukleotid-Gen- 
sonden mit ferromagnetischen Partikeln im Uberschuss 
gemischt werden, welche mit gegen die Spacermolekule 
gerichteten Antikorpern beschichtet sind, und an- 
schlieSend mittels partieller Sedimentation aggre- 
gierte Partikel abgetrennt werden, die aus einer Gen- 
sonde und antikorper-beschichteten ferromagnetischen 
Teilpartikeln bestehen. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die biologischen Partikel immu- 
nologisch, phagologisch oder molekularbiologisch mit 
Partikeln verbunden werden, die als Marker beim an- 
schliefienden Durchstromen einer Metallspule meSbare 
und zahlbare Induktivitatsanderungen auslosen. 

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass induktivitatsandernde, f erromagnetische Partikel 
vor dem Durchstromen der Metallspule mittels Elektro- 
magnet in einer Kunststof f kapillare festgehalten und 
dort mit den in die Kapillare einstromenden biologi- 
schen Mikropartikeln verbunden werden, wahrend die sie. 
enthaltende Probe aus der Kapillare herausgef uhrt 
wird. 

Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass durch die Metallspule als Teil eines elek- 
tronischen Schwingkreises beim Durchstromen der induk- 
tivitatsandernden Partikel zahlbare Anderungen der 
Eigenschwingfrequenz erzeugt werden. 

Vorrichtung zum Nachweis und Zahlen fur suspendierte 
biologische Mikropartikel in flussigen Proben, insbe- 
sondere Vorrichtung zum Durchfuhren der Verfahren nach 
wenigstens einem der vorauf gehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Forderleitung (16) fur eine 
zu messende Probe als Messleitung (34) von einer Me- 
tallspule als Messspule (36) umgeben und diese an eine 
Einrichtung (46) zum Anregen der Schwingung und Messen 
von Resonanzereignissen angeschlossen ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Forderleitung (16) an eine Einrichtung mit 
Kapillaren (20), insbesondere Teflonkapillaren, ange- 
schlossen ist sowie letztere einem Elektromagneten 
(22) zugeordnet sind. 
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9. 



10 



11 



12 



Vorrxchtung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekenn- 
»xch»et dass die KapiZlare/n (20) in einem ^ ™ 
Polschuh (24) umgebenen Raum (30) angeordnet sind. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass zwischen den Elektromagneten ( 22) 
und einem Ventil (48) der Forderleitung ( 16) eine 
Zweigleitung (i 8 , fur uberschussige Proben (Q) ange- 
ordnet ist . 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Einrichtung (46) zum Anregen 
der schwingung und Messen von Resonanzereignissen zur 
Metallspule (36) hin wenigstens ein Widerstand (42) 
und ein Kondensator (44) vorgeordnet sind. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Messspule (36) mi t vorgeord- 
neter Piezopumpe (32) und nachgeordnetem Widerstand 
(42) bzw. Kondensator (44) Teile einer mikrosystem- 
technxschen Einheit (40) sind. 



